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INTRODUCAO:

As baixas taxas de sobrevivéncia em combinacdo com toxicidades significativas causadas pelas
atuais estratégias de tratamento usadas no carcinoma espinocelular oral (CEC) reforcam a necessidade
urgente de opc¢oes terapéuticas mais efetivas. Tem sido amplamente aceito que o sistema imunolégico
desempenha um papel crucial no desenvolvimento do cancer, pois as células tumorais evitam a
imunovigilancia explorando as vias de checkpoint inibitérias que suprimem as respostas antitumorais das
células T [1]. O CEC tem sido intensamente estudado como uma doenca imunossupressora [2]. Apds a
crescente compreensao dos mecanismos subjacentes ao controle de doencas malignas pelo sistema
imunoldgico, o estabelecimento de terapias imunoldgicas surgiu como uma abordagem promissora para
o0 tratamento do céancer. Diante desse cendrio, nosso grupo de pesquisa desenvolveu a imunoterapia
OncoTherad® (MRB-CFI-1), a qual tem apresentado resultados positivos no tratamento de diferentes
tumores solidos [3].

O OncoTherad® (MRB-CFI-1) é um composto nanométrico de fosfato e sais metalicos associado
a uma proteina glicosidica, capaz de ativar o sistema imune inato através das vias de sinalizacdo mediadas
por receptores toll-like (TLR), deflagrando uma resposta inflamatoria aguda sistémica. Assim, o presente
estudo teve como objetivo acompanhar os procedimentos que visam avaliar o potencial terapéutico da
imunoterapia OncoTherad® (MRB-CFI-1) [4] no tratamento do CEC quimicamente induzido em ratos,
bem os possiveis mecanismos de acdo dessa imunoterapia no funcionamento de fatores e vias de
sinalizagdo interrelacionadas e implicadas no complexo microambiente da carcinogénese do CEC,
constituindo um panorama informativo sobre o perfil da resposta inflamatdria/ imune frente ao

tratamento.

OBJETIVO

Identificar e discutir os elementos constituintes das células normais (ndo cancerigenas), 0s
principios/mecanismos genéticos basicos de formacdo do cancer, as principais causas do cancer bucal no
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Brasil e no mundo. as caracteristicas clinicas do cancer bucal, os locais mais frequentemente acometidos
pelo cancer bucal, os tratamentos do cancer bucal (Quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, cirurgias),
realizar bidpsia excisional de lesdo tumoral e acompanhar as etapas de construcdo de uma lamina de
tecido tumoral para diagnostico de cancer e por fim analisar as caracteristicas citologicas/histologicas do
CEC.

METODOLOGIA

Antes de iniciar as atividades praticas relativas ao acompanhamento do experimento de indugéo
de cancer de boca em ratos e a avaliagdo dos efeitos do OncoTherad® (MRB-CFI-1) — imunoterapia, no
tratamento do CEC, foram realizadas reunides de discussdo de assuntos relativos ao projeto, como a
busca de artigos cientificos em bases de dados via internet; identificacdo e compreensédo das funcGes das
organelas celulares normais; estudo do mecanismos genéticos basicos do cancer; principais causas do
cancer bucal no Brasil e no mundo; caracteristicas clinicas do cancer bucal; formas de tratamento do
CEC (Quimioterapia, radioterapia); caracteristicas citologicas/histoldgicas do CEC e principios basicos
das imunoterapias para tratamento do CEC. Ap0s essas etapas, foram acompanhadas 0s experimentos
realizados em 60 ratos machos da linhagem Fischer 344 (F344/NTacUnib) com 80 dias de idade e peso
médio de 200g. O CEC foi induzido no lado esquerdo do l&bio inferior de 30 ratos pela aplicagdo tdpica
de 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA). Um grama de DMBA foi diluido em 200 mL de acetona
para obter uma solucdo a 0,5%, e aplicado em dias alternados por 20 semanas. Apds o periodo de

inducdo, os animais foram divididos em 04 grupos (n=15 animais por grupo): Grupo Controle: animais

ndo-induzidos ao CEC receberam uma dose intraoral de 0,3 mL de solugdo fisioldgica 0,9%, uma vez
por semana durante 06 semanas consecutivas; Grupo Controle+OncoTherad®: animais ndo-induzidos
ao CEC receberam uma dose intraoral de 0,3 mL de OncoTherad® (MRB-CFI-1; 20 mg/mL), uma vez

por semana durante 06 semanas consecutivas; Grupo Cancer: animais induzidos ao CEC receberam o

mesmo tratamento que os animais do Grupo Controle; Grupo Cancer+OncoTherad®: animais induzidos

ao CEC receberam o mesmo tratamento que o Grupo Controle+OncoTherad®. Ap6s o periodo
experimental, os animais foram eutanasiados e, as lesdes tumorais e o tecido oral normal foram coletados
e submetidos as analises macroscopicas, histopatolégicas e imunoistoquimicas. [5,6]

Foram analisados também o peso corporal e consumos de racdo e dgua dos animais no inicio do
experimento e apos o periodo de indugéo do cancer de boca, bem como no final dos diferentes tratamentos.
Tanto o peso corporal como os consumos de racdo e agua foram aferidos semanalmente durante todo o
periodo experimental. O volume tumoral foi determinado medindo-se o diametro médio das lesdes
produzidas no labio inferior dos animais com paquimetro digital e substituindo os valores na seguinte
formula: V =4/3 x © x d (V, volume tumoral; = = 3,14; d, diametro).

Apbs a eutanasia dos animais foram realizadas as biopsias das lesdes e amostras das lesbes
tumorais e do tecido oral normal de todos os animais de cada grupo experimental foram submetidas a

andlise histopatoldgica. Apds a fixacgdo, os tecidos foram lavados em &lcool etilico a 70%, com posterior
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desidratacdo em uma serie crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados com
xilol por 2 horas e inclusos em polimeros plasticos (Paraplast Plus; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
Depois, 0os materiais foram seccionados no microtomo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, Mainz,
Alemanha) com espessura de 5 micrémetros, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e fotografados no
fotomicroscopio DM2500 (Leica, Munique, Alemanha). Os cortes histologicos corados por HE foram
classificados em tumores de baixo e alto graus, de acordo com o sistema proposto por Anneroth et al.
(1987) [7].

As seccOes de 5 um das lesdes tumorais e do tecido oral normal de todos os animais de cada grupo
experimental utilizadas para as andlises histopatoldgicas, também foram utilizadas para as analises
imunoistoquimicas. A deteccdo dos antigenos bem com a recuperacgao antigénica sera feita por incubagao
dos cortes em tampdo citrato (pH 6,0) a 100°C em microondas. Serdo utilizados os antigenos: TLR2,
TLR4, MyD88, TBK1, IRF-3, IFN-y, IL-6, PD-1/ PDL-1, CTLA-4, CX3CR1, iNOS, CD163, FOXP3,
RANK, RANKL, MAO-A e MAO-B, localizados atraves dos anticorpos primarios especificos,

Para avaliar a intensidade das imunorreacdes dos antigenos nas lesdes tumorais e no tecido oral
serdo selecionados cinco campos com aumento de 400x para cada animal e cada anticorpo. Os resultados
das imunomarcacdes estdo sendo analisados com o auxilio do software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/)

em Analise de Perfil Macro a partir da quantificacdo das células positivas [8].

RESULTADOS

Todas as etapas de acompanhamento do desenvolvimento do projeto foram realizadas com
sucesso: busca de artigos cientificos em bancos de dados; discussao sobre os elementos constituintes das
celulas ndo cancerigenas; analise dos mecanismos genéticos basicos do cancer; analise das principais
causas do cancer bucal no Brasil e no mundo; anélise das caracteristicas clinicas do cancer bucal; formas
de tratamento do CEC (Quimioterapia, radioterapia); caracteristicas citoldgicas/histolégicas do CEC e
principios basicos das imunoterapias para tratamento do CEC.

As tarefas praticas desde a execugdo de uma bidpsia excisional até a confeccdo das laminas
histologicas, bem como sua analise, foram realizadas com sucesso. Os resultados preliminares indicaram

sucesso na indugdo do cancer no grupo Grupo Controle+OncoTherad® e no grupo cancer (imagens).
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- Fotomicroscopia de cortes histologicos do l&bio inferior mostrando detalhe da area central de CEC (seta

—) e infiltrado inflamatorio cronico (*) (A e B: Coloragao HE 400x).

Ainda estdo sendo feitas as rea¢des de imunoistoquimicas que permitira avaliar melhor o resultado
dos efeitos do OncoTherad® no tratamento do CEC.

DISCUSSAO

Todas as atividades previstas no projeto foram integralmente realizadas. Cada uma das etapas do
projeto proporcionou a construcdo do conhecimento, desde os principios basicos para a realizacdo de
uma pequisa cientifica até a analise e compreenséo dos resultados obtidos com as laminas histoldgicas. Vale
destacar que apds a leitura dos artigos cientificos as reunides semanais a discussdo dos temas estabelecidos
no projeto permitiram nosso melhor engajamento e para o desenvolvimento do estudo.

Os temas abordados desde a introducdo a citologia, fun¢des das organelas e suas caracteristicas,
permitiu a compreensdo do funcionamento das células do organismo, o que permitiu a compreensdo dos
mecanismos genéticos basicos para o desenvolvimento do cancer, principais fatores para a causa do
cancer no Brasil e no mundo, analisamos as carateristicas clinicas do cancer bucal e os locais mais
frequentes acometidos pelo Carcinoma Espinocelular (CEC), ap6s a discussao dos temas citados, foi
possivel obter uma sélida formacdo e compreensdo do entendimento do cancer de boca.

As discussfes dos temas subsequentes como o tratamentos convencionais para 0 cancer, em
especial o cancer de boca, permitiu a compreensdo dos tratamentos convecionais do cancer como
quimioterapia, radioterapia, e a cirurgia. As dicussdes nos permitiu compreender a dos tratamentos e,
desse modo, as vantagens da imunoterapia para o tratamento do (CEC). A realizagdo de uma bidpsia de
tecido cancerigeno e a 0 acompanhamento das etapas para a construcdo da lamina para a analise do
tecido tumoral, nos permitiu entender como todo o processo de digandstico do cancer ocorre e, COmo 0S
resutlados iniciais da imunoterapia com OncoTherad® sdo identificados [4,5]. A observacdo das
I&minas nos permitiu identificar as alteracfes dos nucleos das células cancerigenas, a intensa atividade

citoplasmatica dessas células além da intensa atividade de células inflamatorias no tecido cancerigeno.
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CONCLUSOES

A participacdo no projeto permitiu a identificacdo e compreensdo dos elementos constituintes das

celulas normais (ndo cancerigenas) e seu funcionamento; entender os principios/mecanismos genéticos

bésicos de formacdo do cancer; identificar e discutir as principais causas do cancer bucal no Brasil € no

mundo; identificar as caracteristicas clinicas do cancer bucal; identificar os locais mais frequentemente

acometidos pelo cancer bucal; discutir as diferentes formas de tratamento do cancer bucal (Quimioterapia,

radioterapia, imunoterapia, cirurgias); realizar biosia excisional e a constru¢do de laminas de tecido

tumoral para diagnostico de cancer e analisar; compreender as caracteristicas citolégicas/histologicas do

cancer bucal (carcinoma espinocelular - CEC); identificar os resultados preliminares do emprego do

OncoTherad® no tratamento de cancer de boca.
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